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緒言 
アトピー性皮膚炎、気管支喘息、アレルギー性鼻炎等の代表的なアレルギー疾患は、
主にⅠ型アレルギーに起因していると言われている。Ⅰ型アレルギーは肥満細胞からの脱
顆粒によりヒスタミン等の化学伝達物質が放出され、血管透過性亢進、平滑筋収縮等を引
き起こす即時性反応である。 
近年、これらアレルギー疾患と活性酸素等のフリーラジカルの関連性について様々な
報告がされている。アトピー性皮膚炎においては、パーオキシナイトライト(ONOO-)や活
性酸素種などの酸化的ストレスが発症に関与しているといわれている1, 2)。また気管支喘息
では血中過酸化脂質の増加がみられ、過酸化脂質消去酵素であるグルタチオンペルオキシ
ターゼに必須のセレンの欠乏が危険因子であるという報告がされている3,4,5)。さらに、アゼ
ラスチン等の抗アレルギー薬がスーパーオキシド産生抑制作用やスーパーオキシド消去作
用を有することが示唆されている6)。 
これらの知見のように、Ⅰ型アレルギー疾患に対するフリーラジカルの関与は示唆さ
れているが、抗酸化活性を有する化合物の抗アレルギー作用評価および作用発現機構に関
する詳細な検討は行なわれていない。 
当研究室ではこれまでに、鬱金に含まれる黄色色素成分であるCurcuminが、Ⅰ型ア
レルギーモデルであるラット腹腔肥満細胞からのヒスタミン遊離を抑制することを見出し
ている7)。フェノール性天然化合物であるCurcuminは抗酸化活性を持つことが認められて
おり8)、フリーラジカルにより引き起こされる病態である四塩化炭素肝障害を抑制すること
が報告されている9)。 
これらのことから、抗酸化活性を有するフェノール性天然化合物には、Ⅰ型アレルギ
ーに対する効果を併せ持つことが期待できる。そこで本研究では、Curcumin関連化合物を
用いて、フェノール性天然化合物の抗アレルギー作用および作用発現機序としての抗酸化
作用を検討することを目的の一つに掲げた。 
フェノール性天然化合物としての抗アレルギー作用を把握するには、様々な構造をも
った化合物について活性を検討する必要がある。そこで、Curcumin 関連化合物として
Curcuminの配糖体、還元体等を合成し、糖配位等による活性変化を検討するため in vitro
でのヒスタミン遊離抑制活性を測定することを計画した。また、抗酸化作用と抗アレルギ
ー作用との関連性の検討を目的として、上記 Curcumin 関連化合物のラジカル消去活性と
ヒスタミン遊離抑制活性の関連性を解析した。 
一方、Curcuminと同様に抗酸化活性をもつフェノール性天然化合物であるゴマ油成
分Sesamolも、四塩化炭素肝障害に対し有効であることが報告されている10,11)。これまでに
報告された論文から推察すると、Curcumin とSesamolは薬理活性スペクトルが類似して
おり、SesamolのⅠ型アレルギーに対する効果が期待できる。そこでSesamolについても
Curcuminと同様に、Sesamolおよびその関連化合物を用いて、ヒスタミン遊離抑制活性の
測定、ラジカル消去活性の測定、および抗酸化作用と抗アレルギー作用との関連性の考察
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を行なうことをもう一つの目的に掲げた。 
本研究の最終目的として、抗酸化活性を有するフェノール性天然化合物が抗アレルギ
ー作用を併せ持つかどうかについて、Curcumin 関連化合物および Sesamol 関連化合物の
結果を解析することによって、両者の関連性を言及することを試みた。 
本論文第Ⅰ章ではフェノール性天然化合物である Curcumin 関連化合物および
Sesamol関連化合物について in vit oでのヒスタミン遊離抑制活性を検討した。 第Ⅱ章で
はこれら関連化合物のアレルギーモデルマウスを用いた in vivoでの抗アレルギー作用を検
討した。第Ⅲ章では本研究で用いた全関連化合物の抗酸化作用を数種の方法により評価し、
抗アレルギー作用発現との関連性を検討した。さらに第Ⅳ章では、抗アレルギー作用発現
機序としての、NO産生および iNOS発現系に対する作用について検討した。 
r
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第 I章 Curcuminおよび Sesamolの化学的修飾によるヒスタミン遊離抑制活性
変化に関する検討 
 
A. 序論 
CurcuminはCurcuma longa L.（ショウガ科）の根茎肥大部を乾燥した生薬・ウコン
（鬱金 Curcumae Rhizoma (ラ), Turmeric (英)）に多く含まれる黄色色素であり、抗酸化
作用8)、抗炎症作用12)、肝障害抑制作用13)、鎮痙作用14)、抗腫瘍作用15) 等をもつことが知ら
れている。当研究室ではこれまでに、Curcuminが抗アレルギー作用を有し、I 型および IV 
型アレルギーモデルに有効であることを見出している16)。またCurcuminがラット腹腔肥満
細胞からのヒスタミン遊離を抑制することを既に報告している7)。 
一方、Sesamolはゴマ油に含有される抗酸化物質であり、肝障害抑制作用10,11)、抗腫
瘍作用17,18)、変異原性抑制作用19)、脂質過酸化抑制作用20)、サイトカイン産生抑制作用21) 等
をもつことが知られている。またSesamolと同様にゴマ油に含まれる成分であるSesamolin
は、生体内ではSesamolに代謝、吸収され、抗酸化作用を示すことが報告されている22)。
Sesamolは抗酸化作用（脂質過酸化抑制作用）、肝障害抑制作用および抗腫瘍作用を有する
点で、Curcumin と薬理活性スペクトルが類似している。 
いずれも抗酸化活性をもつフェノール性天然化合物であり、またⅠ型アレルギー疾患
に対するフリーラジカルの関与を考えると、これらの化合物のⅠ型アレルギー疾患に対す
る作用が期待できる。そこで本章では、フェノール性天然化合物の抗アレルギー作用評価
を目的として、Curcumin および Sesamol の抗アレルギー作用を検討するために、それら
の化学的修飾によるヒスタミン遊離抑制活性変化を検討した。 
Curcumin 関連化合物に関しては、Curcumin の配糖体、還元体等を合成し、糖配位
等による活性変化の検討を、株化肥満細胞（mast cell line）の一種であるラット好塩基球
白血病細胞 RBL-2H3からのヒスタミン遊離抑制活性を測定することにより行なった。 
Sesamol関連化合物に関しては、メチレンジオキシ基およびベンゼン環の側鎖が変化
した化合物を用いて、Curcumin と同様に RBL-2H3 細胞からのヒスタミン遊離抑制活性
の検討を行なった。また Sesamolが 2分子縮合したリグナン化合物であるゴマ油含有成分
Sesaminについても、Sesamol関連化合物としてヒスタミン遊離抑制活性を測定した。 
 
B. 試料および実験方法 
1. 試薬 
コンカナバリン A (Con A)、ホスファチジルセリンは Sigma社製を、o-フタルアルデ
ヒド、Oxatomide は和光純薬工業製を、カルシウムイオノフォア A23187 は Calbiochem
社製を用いた。 
0.05 ％-BSA-Tyrode buffer (pH 7.4) は、塩化ナトリウム（137 mM）、塩化カリウム
（2.7 mM）、N-(2-hydroxyethyl)piperazine-N’-ethanesulfonic acid (HEPES)（10 mM）、
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グルコース（5.6 mM）、塩化カルシウム（1.0 mM）、塩化マグネシウム（1.0 mM）、リン
酸二水素一ナトリウム・2水和物（0.4 mM）、ウシ血清アルブミン(BSA)（0.05 %）の組成
により調製した。 
リン酸緩衝液(PBS) pH 6.8は、塩化ナトリウム（137 mM）、塩化カリウム（2.7 mM）、
リン酸水素二ナトリウム・12水和物（8.0 mM）、リン酸二水素一カリウム（1.5 mM）の組
成により調製した。 
 
2. Curcumin関連化合物 
CurcuminはSigma社製を用いた。またCurcumin関連化合物の合成は、vanillinまた
はvanillin-O-tetraacetyl-glucosideを出発物質として、昭和薬科大学薬品合成化学研究室に
て行なった23)。Curcuminおよび合成したCurcumin関連化合物の構造式をFig.1に示す。 
Curcuminの 2つの OHのうち、1つをグルコースまたはガラクトースで置換した配
糖体（4、12）、および 2つをグルコースまたはガラクトースで置換した配糖体（2、10）を
合成した。また Curcuminの 2つのメトキシ基を demethoxy化したものについて、1つの
OH をグルコースで置換した配糖体（8）、および 2 つの OH をグルコースで置換した配糖
体（6）についても合成した。また、これら配糖体の糖を tetraacetate 化したもの（1、3、
5、7、9、11）についても合成を行なった。 
さらに Curcuminの 2つの 2重結合を還元して得られる Tetrahydrocurcumin (THC, 
13)を合成した。またこの THCの 1つの OHをグルコースで置換した配糖体（14）、および
2つの OHをグルコースで置換した配糖体（15）についても合成した。 
 
3. Sesamol関連化合物 
用 い た Sesamol 関 連 化 合 物 の 構 造 式 を Fig.2 に 示 す 。 Sesamol 、
Methoxyhydroquinone、Ferulic acidは東京化成社製を、Caffeic acidは Sigma社製を、
Methylenedioxybenzene 、 Piperonylic acid 、 Isosafrole は 和 光 純 薬 工 業 製 を 、
Methylenedioxyacetophenoneは Reseach Chemicals Ltd.社製を用いた。また Sesaminは
株式会社常磐植物化学研究所より供与された。 
 
4. 細胞の培養および調製 
ラット好塩基球白血病細胞株 RBL-2H3 を用いた。RBL-2H3 細胞は東北大学加齢医
学研究所より供与された。 
RBL-2H3細胞は、10％FBS含有RPMI-1640培地を用いて、37℃、CO2インキュベー
ターで常法により培養した。ヒスタミン遊離抑制活性試験時には、トリプシン処理後 0.05％
BSA- Tyrode buffer(pH7.4)で細胞浮遊液とした後 2回洗浄し、細胞数をカウントし 1×105
個/mLの細胞濃度になるように 0.05％BSA- Tyrode buffer(pH7.4)を加え懸濁させ、試験に
用いた。 
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5. ヒスタミン遊離抑制活性の測定24,25) 
RBL-2H3細胞懸濁液 400 µLに、ヒスタミン遊離刺激物質としてCon A (最終濃度 100 
µg/mL) 50 µLまたはカルシウムイオノフォアA23187 (最終濃度 1 µg/mL) 25 µLを添加し、
37℃でincubation後、上清および沈渣についてそれぞれヒスタミン量を測定した。ヒスタ
ミン量の測定は、ポストカラムラベルHPLC法（o-フタルアルデヒドで標識化）により行な
った26,27)。Con Aによる刺激の場合には、同時にホスファチジルセリン 25 µLを添加した。
試験薬物（Curcumin関連化合物またはSesamol関連化合物）はPBS (pH6.8)に溶解または
4%-DMSO PBS溶液に懸濁して 50 µLを添加し、陽性比較薬としてOxatomide (最終濃度 50 
µg/mL)を用いた。上清中ヒスタミン量および沈渣中ヒスタミン量の合計を総ヒスタミン量
とし、総ヒスタミン量に対する上清中ヒスタミン量の比をヒスタミン遊離率とした。ヒス
タミン遊離抑制率は、刺激物質のみを加えた際に放出されるヒスタミン量を 100％として、
試験薬物を加えた場合にヒスタミン遊離が抑制される割合を％として算出した。その際、
刺激物質および試験薬物を添加しないときの自発的ヒスタミン遊離率を求め、さし引くこ
とによりヒスタミン遊離抑制率を補正した。算出されたヒスタミン遊離抑制率から、ヒス
タミン遊離を 50％抑制する濃度（IC50）を求めた。 
 
6. 統計処理 
結果は平均値±標準偏差で表した。統計学的有意差の検定には Dunnett testを用いた。 
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No. Compounds R1 R2 R3 R4
cur Curcumin    OH OH OCH3 OCH3
1 Diglucosylcurcumin octaacetate     O-glu* O-glu* OCH3 OCH3
2 Diglucosylcurcumin O-glu O-glu OCH3 OCH3
3 Monoglucosylcurcumin tetraacetate  O-glu* OH OCH3 OCH3
4 Monoglucosylcurcumin  O-glu OH OCH3 OCH3
5 Diglucosyl-bis-demethoxycurcumin octaacetate     O-glu* O-glu* H H 
6 Diglucosyl-bis-demethoxycurcumin O-glu O-glu H H 
7 Monoglucosyl-bis-demethoxycurcumin tetraacetate O-glu* OH H H 
8 Monoglucosyl-bis-demethoxycurcumin O-glu OH H H 
9 Digalactosylcurcumin octaacetate    O-gal* O-gal* OCH3 OCH3
10 Digalactosylcurcumin O-gal O-gal OCH3 OCH3
11 Monogalactosylcurcumin tetraacetate O-gal* OH OCH3 OCH3
12 Monogalactosylcurcumin O-gal OH OCH3 OCH3
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15 Diglu
R3 
O O
R4
R2 R1 
Fig.1 Chemi
glu : glucos
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hydrocurcumin OH 
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R5 
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No. Compounds R1 R2 R3
1 Sesamol -OCH2O- OH 
2 Methoxyhydroxyquinone OCH3 OH OH 
3 Ferulic acid OCH3 OH CH=CH-COOH 
4 Caffeic acid OH OH CH=CH-COOH 
5 Methylenedioxybenzene -OCH2O- H 
6 Piperonylic acid -OCH2O- COOH 
7 Isosafrole -OCH2O- CH=CH-CH3
8 Methylenedioxyacetophenone -OCH2O- COCH3
9 Sesamin -OCH2O-  
 
    
O O
O
O
 
R1
R2 R3
 
 
Fig.2 Chemical structures of Sesamol-related compounds 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C. 結果 
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1. Curcumin関連化合物のヒスタミン遊離抑制作用 
(1) Con A刺激 RBL-2H3細胞からのヒスタミン遊離抑制効果 
Curcumin関連化合物 16種（最終濃度 100 µg/mL）の Con A刺激 RBL-2H3細胞か
らのヒスタミン遊離抑制率を Fig.3に示す。 
その結果、Curcumin、Diglucosylcurcumin（2）、Monoglucosylcurcumin（4）、 
Diglucosyl-bis-demethoxycurcumin（6）、Monoglucosyl-bis-demethoxycurcumin（8）、 
Digalactosylcurcumin octaacetate（9）、Digalactosylcurcumin（10）、 
Monogalactosylcurcumintetraacetate（11）、Monogalactosylcurcumin（12）、THC（13）、
Monoglucosyltetrahydrocurcumin（14）および Diglucosyltetrahydrocurcumin（15）に
有意な効果が認められた。また陽性比較薬として用いた Oxatomideにも効果がみられた。 
そこで次に、Curcumin関連化合物の濃度を変化させて検討した結果、Curcumin、2、
4、6、8、10、12、13、14 および 15 に用量依存性が認められ、これらの化合物について
50％抑制濃度IC50を算出した結果をTable Iに示す。その結果、Curcuminに、検討した化合
物の中で最も強いヒスタミン遊離抑制活性が認められ（65.1 µM）、Curcuminの 1つおよび
2 つのOHの糖置換体にも、全体としてCurcuminより活性が弱いが効果が認められた。ま
たTHCにはCurcuminとほぼ同程度の強さのヒスタミン遊離抑制活性が認められた。THC 
の 1つおよび 2つのOHの糖置換体にも活性が認められ、Curcuminより弱い傾向がみられ
た。 
 
 (2)カルシウムイオノフォア A23187刺激 RBL-2H3細胞からのヒスタミン遊離抑制効果 
Curcumin関連化合物16種（最終濃度100 µg/mL）のカルシウムイオノフォアA23187
刺激 RBL-2H3細胞からのヒスタミン遊離抑制率を Fig.4に示す。 
その結果、Curcumin、Diglucosylcurcumin（2）、Monoglucosylcurcumin（4）、 
Diglucosyl-bis-demethoxycurcumin（6）、Monoglucosyl-bis-demethoxycurcumin（8）、 
Digalactosyl curcumin（10）、Monogalactosylcurcumin（12）、THC（13）、Monoglucosyl- 
tetrahydrocurcumin（14）および Diglucosyltetrahydrocurcumin（15）に有意な効果が認
められた。 
そこで次に、Curcumin関連化合物の濃度を変化させて検討した結果、Fig.4で効果の
あった化合物に用量依存性が認められ、それらの化合物について 50％抑制濃度IC50を算出
した結果をTable IIに示す。その結果、Curcuminに検討した化合物の中で最も強いヒスタ
ミン遊離抑制活性が認められ、Curcuminの 1 つおよび 2 つのOHの糖置換体にも、
Curcuminより弱い活性であるが効果が認められた。またTHCにはCurcuminとほぼ同程度
の強さのヒスタミン遊離抑制活性が認められた。THC の 1つおよび 2つのOHの糖置換体
にも活性が認められ、Curcuminより弱い傾向がみられた。 
 
2. Sesamol関連化合物のヒスタミン遊離抑制作用 
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(1) Con A刺激 RBL-2H3細胞からのヒスタミン遊離抑制効果 
Sesamol関連化合物 9種（最終濃度 50 µg/mL）の Con A刺激 RBL-2H3細胞からの
ヒスタミン遊離抑制効果を検討した。 
その結果、Sesamol および Caffeic acidはヒスタミン遊離を有意に抑制することが認
められた。しかし、Methoxyhydroquinone、Ferulic acid、Methylenedioxybenzene、
Piperonylic acid、Isosafrole、Methylenedioxyacetophenoneおよび Sesaminには有意な
効果はみられなかった (Fig.5)。 
 
 (2)カルシウムイオノフォア A23187刺激 RBL-2H3細胞からのヒスタミン遊離抑制効果 
Sesamol関連化合物 9種（最終濃度 50 µg/mL）のカルシウムイオノフォア A23187
刺激 RBL-2H3細胞からのヒスタミン遊離抑制効果を検討した。 
その結果、Sesamol および Caffeic acidはヒスタミン遊離を有意に抑制することが認
められた。しかし、Methoxyhydroquinone、Ferulic acid、Methylenedioxybenzene、
Piperonylic acid、Isosafrole、Methylenedioxyacetophenoneおよび Sesaminには有意な
効果はみられなかった (Fig.6)。 
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Fig.3 Inhibitory effect of Curcumin-related compounds on histamine release from 
RBL-2H3 cells induced by concanavalin A 
 
cur: Curcumin, oxa: Oxatomide (50 µg/mL), For compounds 1-15, refer to Fig.1. 
Data represent mean ± S.D. (n = 3) of the experiments with Curcumin-related 
compounds (50 µg/mL) on histamine release from RBL-2H3 cells induced by 
concanavalin A (100 µg/mL) 
# (p<0.05) and ## (p<0.01); significantly different from vehicle control (Dunnett-test).  
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Table I  Dose dependency and IC50 of Curcumin-related compounds for inhibition of 
histamine release from RBL-2H3 cells induced by concanavalin A 
 
Compound No. Correlative formulas 
Correlation 
coefficient IC50 (µM) 
cur y = 23.0Ln(x) － 23.2 r = 0.958 65.1 
2 y = 13.1Ln(x) － 12.6 r = 0.980 168 
4 y = 15.5Ln(x) － 15.4 r = 0.999 128 
6 y = 16.6Ln(x) － 29.3 r = 0.973 191 
8 y = 14.4Ln(x) － 13.8 r = 0.994 176 
10 y = 13.8Ln(x) － 15.7 r = 0.976 167 
12 y = 20.7Ln(x) － 27.6 r = 0.999 80.6 
13 y = 28.1Ln(x) － 43.7 r = 0.999 79.8 
14 y = 18.0Ln(x) － 21.6 r = 0.998 99.9 
15 y = 14.1Ln(x) － 12.8 r = 0.992 161 
 
cur: Curcumin, For compounds 1-15, refer to Fig.1. 
IC50 values were calculated from inhibition of histamine release in each group, n=3 
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Fig.4 Inhibitory effect of Curcumin-related compounds on histamine release from 
RBL-2H3 cells induced by calcium ionophore A23187 
 
cur: Curcumin, For compounds 1-15, refer to Fig.1. 
Data represent mean ± S.D. (n = 3) of the experiments with Curcumin-related 
compounds (50 µg/mL) on histamine release from RBL-2H3 cells induced by A23187 (1 
µg/mL). 
## (p<0.01); significantly different from vehicle control (Dunnett-test).  
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Table II  Dose dependency and IC50 of Curcumin-related compounds for inhibition 
of histamine release from RBL-2H3 cells induced by calcium ionophore A23187 
 
Compound No. Correlative formulas 
Correlation 
coefficient IC50 (µM) 
cur y = 18.5Ln(x) － 16.2 r = 0.997 96.6  
2 y = 10.4Ln(x) － 11.5 r = 0.995 534  
4 y = 9.85Ln(x) － 2.27 r = 0.999 381  
6 y = 12.4Ln(x) － 16.6 r = 0.991 347  
8 y = 10.7Ln(x) － 5.76 r = 0.986 387  
10 y = 10.1Ln(x) － 10.8 r = 0.986 601  
12 y = 9.91Ln(x) + 1.16 r = 0.986 330  
13 y = 21.6Ln(x) － 29.6 r = 0.998 107  
14 y = 11.4Ln(x) － 8.93 r = 0.999 329  
15 y = 10.3Ln(x) － 7.34 r = 0.991 482  
 
cur: Curcumin, For compounds 1-15, refer to Fig.1. 
IC50 values were calculated from inhibition of histamine release in each group, n=3 
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Fig.5 Inhibitory effect of Sesamol-related compounds on histamine release from 
RBL-2H3 cells induced by concanavalin A 
 
For compounds 1-9, refer to Fig.2. 
Data represent mean ± S.D. (n = 3) of the experiments with Sesamol-related 
compounds (50 µg/mL) on histamine release from RBL-2H3 cells induced by 
concanavalin A (100 µg/mL) 
# (p<0.05) and ## (p<0.01); significantly different from vehicle control (Dunnett-test). 
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Fig.6 Inhibitory effect of Sesamol-related compounds on histamine release from 
RBL-2H3 cells induced by calcium ionophore A23187 
 
For compounds 1-9, refer to Fig.2. 
Data represent mean ± S.D. (n = 3) of the experiments with Sesamol-related 
compounds (50 µg/mL) on histamine release from RBL-2H3 cells induced by A23187 (1 
µg/mL) 
## (p<0.01); significantly different from vehicle control (Dunnett-test). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
D. 考察 
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フェノール性天然化合物の抗アレルギー作用については、これまでにCatechin, 
Epicatechin, Epigallocatechin, Gallic acid等のタンニン関連化合物のⅠ型アレルギーに対
する作用が報告されているが28,29)、他のフェノール性天然化合物に関する報告はあまりされ
ていない。 
当研究室ではウコンの含有成分であるCurcuminの抗アレルギー作用について検討を
行なってきた7,16)。ウコン中にはCurcuminの他に、その誘導体としてmonodemethoxy体, 
bisdemethoxy体の存在が知られており、Curcuminとともにこれらの化合物にもヒスタミ
ン遊離抑制活性があることをこれまでに報告している30)。 
今回Curcumin関連化合物として、Curcuminの配糖体、demethoxy体の配糖体および
Curcuminの還元体について検討を行なった。Curcuminは水への溶解性が低いが、糖と結
合することで水系への溶解性が上昇すると思われ、また配糖体の形で植物に存在している
フラボノイド等の成分もあることから、配糖体とすることでCurcuminの効果が変化する可
能性が考えられた。またCurcuminは小腸上皮細胞中の還元酵素によりtetrahydroxy体に代
謝され、これが活性本体ではないかという報告がされていることから31)、THCには
Curcuminと同様の、もしくはそれ以上の抗アレルギー作用が認められる可能性が考えられ
た。 
そこで本章では、フェノール性天然化合物としての Curcuminの抗アレルギー作用を
検討する目的で、これら Curcumin 関連化合物を合成し、化学修飾による活性変化の検討
をラット好塩基球白血病細胞株 RBL-2H3 からのヒスタミン遊離抑制活性を測定すること
により行なった。 
その結果、Curcumin、THCおよびこれらのOHの糖置換体にはヒスタミン遊離抑制
作用が認められた。今回ヒスタミン遊離刺激物質として用いたCon Aは、IgEレセプターを
架橋することによりヒスタミン遊離を起こすとされていることから32)、有効であったクルク
ミン関連化合物は ①IgEレセプター架橋反応阻害、②細胞内へのCa2+流入阻害、③細胞内
Ca2+上昇後の反応抑制 等のいずれかの機序を有すると考えられる。しかし多くの化合物が
A23187刺激によるヒスタミン遊離も抑制していることから、細胞内への Ca2+ 流入以降の
過程への作用である可能性が示唆された。 
THCにはCurcuminとほぼ同程度の強さのヒスタミン遊離抑制活性が認められた。
CurcuminとTHCの活性比較についてはいくつかの報告がされており、PGE2産生抑制およ
びがん抑制作用はCurcuminの方が強く33,34)、抗酸化作用はTHCの方が強い35,36) という知見
がある。今回の結果でCurcuminとTHCはほぼ同程度の強さのヒスタミン遊離抑制活性であ
ったことから、小腸上皮細胞中の還元酵素によりCurcuminの大部分が代謝される場合、
THCが活性本体となりえる可能性が示唆された。また皮膚疾患への局所適用を考えた場合、
THCは白色の化合物であり、黄色色素であるCurcuminと比較し皮膚へ適用しやすいため、
CurcuminとTHCが同じ活性であるならば、THCのアレルギー疾患治療を目的とした外用
剤への応用が期待できると思われる。 
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今回の結果から、Con A および A23187 のいずれの刺激物質の場合においても、
Curcuminの構造のうち、共役二重結合およびメトキシ基はヒスタミン遊離抑制作用に大き
く影響していないことが示唆された。フェノール性水酸基については、糖が結合した形で
も効果がみられたが、テトラアセテート化したものには効果がなく、また糖が結合してい
ない化合物の活性の方が強い傾向があったことから、フェノール性水酸基はヒスタミン遊
離抑制作用において重要である可能性が考えられた。 
次に、Curcumin と薬理活性スペクトルが類似していると考えられるフェノール性天
然化合物Sesamolの抗アレルギー作用を明らかにする目的で、SesamolおよびSesamol関連
化合物8種 (Methoxyhydroquinone、Ferulic acid、Caffeic acid、Methylenedioxybenzene、
Piperonylic acid、Isosafrole、Methylenedioxyacetophenone, Sesamin)について、RBL-2H3
細胞からのヒスタミン遊離抑制活性を測定した。その結果、Sesamol およびCaffeic acidに
はCon AまたはA23187のいずれの刺激によるヒスタミン遊離に対しても抑制活性が認めら
れた。これらの化合物に関しても、Curcumin 関連化合物と同様に細胞内への Ca2+ 流入
以降の過程への作用である可能性が示唆された。 
Sesamol関連化合物については、Con Aおよび A23187のいずれの刺激物質の場合に
おいても、ベンゼン環にメチレンジオキシ基をもち側鎖が水酸基である Sesamol の効力が
最も高く、側鎖を変化させると効果が減弱した。このことから、Curcumin 関連化合物の
場合と同様に、フェノール性水酸基がヒスタミン遊離抑制作用において重要である可能性
が示唆された。しかし Sesamol のメチレンジオキシ基が開裂した構造を持つ
Methoxyhydroquinoneには有意な効果が見られなかったことから、Sesamolではメチレン
ジオキシ基とフェノール性水酸基の両方がヒスタミン遊離抑制において必要であると考え
られた。 
 
E. 小括 
フェノール性天然化合物である Curcumin 関連化合物および Sesamol 関連化合物の
中のいくつかの化合物にヒスタミン遊離抑制作用が認められた。いずれの関連化合物にお
いても、フェノール性水酸基がヒスタミン遊離抑制作用において重要である可能性が示唆
された。Mast cell lineを用いた系においてヒスタミン遊離抑制作用を示したことから、フ
ェノール性天然化合物のⅠ型アレルギーを主因とする病態への効果が期待できると考えら
れた。 
 
 
 
 
 
第 II章 Curcumin、Tetrahydrocurcuminおよび Sesamolのアレルギーモデル
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マウスに対する検討 
 
A. 序論 
抗アレルギー作用の評価には動物を用いたアレルギーモデルがよく用いられている。
I 型アレルギーモデルとしては、受身皮膚アナフィラキシー反応（ラット、マウス等）、実
験的気管支喘息モデル（ラット、モルモット）、鼻炎モデル（ラット）、アナフィラキシー
ショック（モルモット）、アトピー性皮膚炎モデル（マウス）等が知られている。 
受身皮膚アナフィラキシー反応（PCA反応）は、抗体を皮内に投与した後、対応する
抗原と色素を静脈内投与すると、抗体を皮内投与した部位に青色斑があらわれる反応であ
る37)。抗体と結合した肥満細胞が抗原刺激を受けて、ヒスタミン等のメディエーターを放出
することにより、血管透過性が亢進することによって起こる反応と考えられている。局所
アナフィラキシーの 1つであり、I 型アレルギーモデルの代表的なものである。 
アトピー性皮膚炎モデルとしては、マウスにおけるIgE介在性皮膚反応が代表的な実
験モデルとして用いられている38)。マウスIgE介在性皮膚反応は、抗原暴露後の時間によっ
て、いくつかの異なる相が認められている。従来、一相目（IPR, immidiate phase response）
としてIgE依存性の肥満細胞活性化によるヒスタミン等の放出、二相目（LPR, late phase 
responce）として好中球、好酸球、単球、Tリンパを含む炎症細胞の蓄積が特徴付けられて
きたが、近年より強くかつ持続性の三相目（vLPR, very late phase responce）の皮膚反応
において好酸球の強い浸潤が組織学的に明らかにされている39)。特にvLPRはアトピー性皮
膚炎の慢性症状を強く反映していると推測されており、アトピー性皮膚炎に対する治療薬
を開発する上で最も重要視されている。 
第Ⅰ章において、フェノール性天然化合物である Curcumin 関連化合物および
Sesamol関連化合物について in vitroでのヒスタミン遊離抑制作用を検討した。しかし、in 
vivo での薬効発現には消化管での吸収、体内での代謝等の様々な要因が影響すると思われ
るため、in vitroでの結果に変動が生じる可能性が考えられる。 
そこで本章では、第Ⅰ章での検討で強い活性が認められた化合物について、アレルギ
ーモデルマウスを用いた in vivoでの抗アレルギー作用を検討した。フェノール性天然化合
物である Curcumin、THCおよび Sesamolについて、マウス PCA反応およびアトピー性
皮膚炎モデル（マウス IgE介在性三相性皮膚反応）に対する効果を検討し、in vivoの条件
において抗アレルギー作用を示すかについて検証した。 
 
B. 試料および実験方法 
1. 試薬 
抗DNPマウス IgE抗体、Evans blueはSigma社製を、Dinitrofluorobenzene (DNFB) 
は Nacalai Tesque社製を、DNP-BSA、Oxatomideは和光純薬工業製を用いた。 
また Curcumin、THCおよび Sesamolは第Ⅰ章と同様に、Curcuminは Sigma社製、
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Sesamolは東京化成社製を用い、THCは Curcuminを還元することにより合成した。 
 
2. 動物 
マウス PCA 反応には ICR 系雄性マウス(4 週令)を、マウスアトピー性皮膚炎モデル
には Balb/c系雄性マウス(6週令)を用いた。いずれも恒温、恒湿の一定環境の飼育室で、固
形飼料および水道水を自由摂取させ飼育した。約一週間の予備飼育を行なった後、実験に
供した。 
 
3. マウスPCA反応に対する検討40,41) 
ICR系雄性マウスの背部皮膚に抗 DNPマウス IgE抗体の PBS溶液を 10 µL(IgE抗
体 1 µg)/site皮内投与し、24時間後、DNP-BSA の PBS溶液(1 mg/mL)と 1% Evans blue 
PBS溶液の 1:1混液を 200 µL尾静脈投与した。 
尾静脈投与 40分後、マウスを頚椎脱臼にて屠殺し、背部皮膚の投与部位（直径 15 mm）
を採取し、皮膚中に漏出してくる Evans blue量を測定した。皮膚中 Evans blue量は、細
切した皮膚に 1N-KOHを 1 mL加え 37 ℃で 24時間 incubationした後、acetoneと 0.6 N-
リン酸溶液の 13:5混液を 9 mL 加え、遠心分離後の上清について 620 nmの吸光度を測定
することにより求めた。また求めた皮膚中 Evans blue量より、各試験薬物の PCA反応抑
制率を下式により算出した。 
Inhibition of PCA reaction (%) =  
   Amount of dye (control)－Amount of dye (sample＋IgE treatment)     ×100 
   Amount of dye (control)－Amount of dye (vehicle＋IgE non-treatment) 
 
Curcumin (300 mg/kg)および THC (300 mg/kg)は 5% Tween 80溶液に懸濁させ、
DNP-BSA - 1% Evans blue混液を投与する 1時間前に経口投与した。また陽性比較薬と
して Oxatomide (50 mg/kg)を 5% Tween 80溶液に懸濁させ経口投与し、control群には 5% 
Tween 80溶液を経口投与した。 
 
4. マウスアトピー性皮膚炎モデルに対する検討42,43) 
Balb/c 系雄性マウスの尾静脈に抗 DNP マウス IgE 抗体の PBS 溶液を 0.1 
mL/animal(IgE抗体 0.1 mg/kg)尾静脈投与し、受動感作した。対照群には PBSを 0.1 mL
尾静脈投与した。 
受動感作 24時間後、マウスの右耳の表裏両側に 0.15 %-DNFBのアセトン:オリーブ
油(3:1)溶液を各 10 µL塗布し、三相性皮膚反応を惹起させた。抗原塗布後経時的に、エー
テル麻酔下でマウスの耳介の厚みをダイヤルゲージにより測定した。抗原塗布前と抗原塗
布後の耳介の厚みを測定し、両者の差を腫脹とした。対照群には、アセトン:オリーブ油(3:1)
を塗布した。 
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試験薬物は連続投与を行ない、三相目の皮膚反応である vLPRに対する抑制作用を検
討した。Curcuminは DNFB塗布後 2日目から 7日目まで 1日 2回経口投与を行ない、耳
介腫脹の程度を測定した。THCは DNFB塗布後 2日目から 7日目まで 1日 2回経口投与
または耳介局所投与を行ない、耳介腫脹の程度を測定した。耳介局所投与は軟膏として塗
布した。Sesamolは精製水に溶解させ、DNFB塗布後 2日目から 7日目まで 1日 2回経口
投与した。Control群には精製水を経口投与した。 
 
5. 統計処理 
結果は平均値±標準偏差で表した。統計学的有意差の検定には Dunnett testを用いた。 
 
C. 結果 
1. Curcuminおよび Tetrahydrocurcuminのマウス PCA反応抑制作用 
Curcumin 投与群、THC 投与群の皮膚中 Evans blue 量および PCA 反応抑制率を
Table III に示す。その結果、いずれの投与群とも PCA 反応により皮膚中に漏出してくる
Evans blue量の増加を、control群に比べ有意に抑制することが認められた。また陽性比較
薬として用いた Oxatomide にも効果がみられた。Curcumin と THC では抑制効果に大き
な差はみられなかった。 
 
2. Curcumin, Tetrahydrocurcumin および Sesamol のマウスアトピー性皮膚炎モデルに
対する抑制作用 
Control群では、DNFB塗布後、1時間目（IPR）、24時間目（LPR）、168時間目（vLPR）
に、耳介の腫脹が起こり、三相性の皮膚反応がみられた。 
Curcumin (150 mg/kg)および Sesamol (140 mg/kg)を DNFB塗布後 2日目から 7日
目まで1日2回経口投与した結果、いずれの化合物についても control群に比べ有意にvLPR
が抑制された（Fig.7）。THC (90 mg/kgおよび 180 mg/kg)を DNFB塗布後 2日目から 7
日目まで 1日 2回経口投与した群においても有意に vLPRを抑制した。また THC (1％)を
DNFB塗布後 2日目から 7日目まで 1日 2回耳介局所投与した群においても、経口投与群
と同様に有意に vLPRを抑制した（Fig.8）。 
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Table III  Inhibitory effect of Curcumin and Tetrahydrocurcumin against the PCA 
reaction in mice 
 
  Amount of dye (µg/site) Inhibition (%) 
Vehicle 2.42 ± 0.33 - 
Control   10.76 ± 0.83 - 
Oxatomide   2.85 ± 0.51 94.9 ± 6.1 ###
Curcumin   4.26 ± 0.52 78.0 ± 6.2 ###
Tetrahydrocurcumin 4.19 ± 1.07 78.9 ± 12.8 ###
 
Data represent mean ± S.D. (n = 6) of the experiments with Curcumin and 
Tetrahydrocurcumin on the 24hr PCA reaction in mice 
Curcumin (300 µg/mL), Tetrahydrocurcumin (300 µg/mL) and Oxatomide (50 µg/mL) 
were administered orally 1hr prior to the challenging with DNP-BSA. 
### (p<0.001); significantly different from control (Dunnett-test). 
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Fig.7 Effect of Curcumin and Sesamol on triphasic cutaneous reaction in passively 
sensitized BALB/c mice 
 
Each mouse was passively sensitized by intravenous application of anti-DNP IgE 
antibody 24 hr before the challenging with antigen.  
Curcumin: Curcumin (150 mg/kg) was orally administered twice a day 2 to 7 days 
after DNFB challenging.  
Sesamol: Sesamol (140 mg/kg) was orally administered twice a day 2 to 7 days after 
DNFB challenging.  
Data represent mean ± S.D. (n = 4～5)  ## (p<0.01) are significantly different from 
control (Dunnett-test). 
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Fig.8 Effect of Tetrahydrocurcumin on triphasic cutaneous reaction in passively 
sensitized BALB/c mice 
 
Each mouse was passively sensitized by intravenous application of anti-DNP IgE 
antibody 24 hr before the challenging with antigen.   
A) THC (90, 180 mg/kg) was orally administered twice a day 2 to 7 days after DNFB 
challenging.  
B) THC (1%) was topically applied twice a day 2 to 7 days after DNFB challenging. 
Data represent mean ± S.D. (n = 6～7)  ## (p<0.01), ### (p<0.001) are significantly 
different from control (Dunnett-test).  
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第Ⅰ章で強い in vitroヒスタミン遊離抑制活性が認められた Curcumin、THCおよび
Sesamolについて、I 型アレルギーモデルとしてマウス PCA反応およびマウス IgE介在性
三相性皮膚反応を用い、in vivoでの抗アレルギー作用を検討した。 
PCA 反応は I 型アレルギーの代表的モデルであることから、これらフェノール性天
然化合物による I 型アレルギー反応抑制作用を検討するために、本モデルを用いた。一方、
アトピー性皮膚炎モデルである IgE 介在性三相性皮膚反応は、I 型アレルギー反応により
発症するが、好中球、好酸球、マクロファージ、サイトカイン、NO等の関与が考えられて
いるモデルである。I 型アレルギー反応を主因とするが他の要因も混在した複雑かつ慢性的、
実際的な病態モデルとして、IgE介在性三相性皮膚反応を選択した。 
Curcuminおよび THCはいずれもマウス PCA反応を有意に抑制し、これらの化合物
は in vivoの条件においてもⅠ型アレルギー反応を抑制することが示唆された。Curcumin
と THCでは抑制効果に大きな差は認められなかったことから、in vitro でのヒスタミン遊
離抑制作用の結果と同様の傾向を示しており、THCが活性本体となりえる可能性を支持し
ている。 
マウスIgE介在性三相性皮膚反応は、抗原塗布後約 1時間目（IPR）、抗原塗布後約 1
日目（LPR）および抗原塗布後約 1 週間目（vLPR）に起こる皮膚の腫脹である。vLPRは
肥満細胞欠損受動感作マウスでは部分的に欠損し、T細胞欠損受動感作マウスでは消失する
ことが報告されている44)。よってアトピー性皮膚炎の慢性症状を反映すると考えられている
vLPRにおいてはT細胞、主にTh1 細胞の関与が示唆されるが、同時にIPRで関与していた
肥満細胞脱顆粒由来ヒスタミンによる炎症反応も影響していると考えられる。 
Curcumin (150 mg/kg)、Sesamol (140 mg/kg)を抗原塗布後 2日目から 7日目にかけ
て 1日 2回投与した受動感作マウスにおいてvLPRが有意に抑制されたことから、これら両
化合物はⅠ型アレルギー反応である肥満細胞の脱顆粒を抑制することによりvLPRを抑制
した可能性が考えられた。またvLPR とTh1 細胞の深い関与を考えると、Th1 細胞由来炎
症性サイトカインであるIFN-γ, IL-2 等の発生抑制によりvLPRを抑制した可能性も考えら
れた。さらにLTB4レセプターアンタゴニストであるONO-4057 もLPR、vLPRを抑制した
という報告がある45)。LTB4は好酸球、好中球やマクロファージに対して強い走化性活性が
あり、この好酸球等の浸潤がvLPRの発生に関わるとすれば、Curcumin、Sesamol両化合
物はLTB４等の炎症性メディエーターを抑制した結果、vLPRの抑制を示した可能性も考え
られた。 
THCを DNFB塗布後 2日目から 7日目まで 1日 2回経口投与および耳介局所投与し
た群においても有意に vLPR を抑制した。三相性皮膚反応は経口投与のような全身への投
与だけではなく、局所での投与によっても抑制されることが認められた。THCは局所での
抗アレルギー作用を発揮することが示唆され、第Ⅰ章で述べたアレルギー疾患治療を目的
とした外用剤への応用が期待できることが確認された。 
第Ⅰ章および第Ⅱ章の結果から、Curcumin、THCおよび Sesamolは in vitroおよび
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in vivoのいずれの系においても、Ⅰ型アレルギーに対して効果を示した。これらの化合物
がⅠ型アレルギーを主因とする疾患に対して有効である可能性が確認された。 
 
E. 小括 
フェノール性天然化合物である Curcumin、THCおよび Sesamolは、in vivoの条件
においても抗アレルギー作用を示した。Curcuminおよび THCは純粋な I 型アレルギー反
応である PCA反応を抑制した。また Curcumin、THCおよび Sesamolは I 型アレルギー
反応を主因とするが他の要因も混在した複雑な病態モデルであるマウスアトピー性皮膚炎
モデル（IgE 介在性三相性皮膚反応）を抑制することが示唆された。THC は局所投与にお
いても抗アレルギー作用を発現し、アレルギー疾患治療を目的とした外用剤への応用が期
待された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
第 III章 Curcumin関連化合物および Sesamol関連化合物の抗アレルギー作用
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発現機序としての抗酸化作用に関する検討 
 
A. 序論 
近年、フリーラジカル、活性酸素および過酸化脂質等は様々な疾病に関与しているこ
とが解明されつつある。細胞レベルに影響を及ぼすと考えられている活性酸素としては、
スーパーオキシドアニオン、ヒドロキシラジカル等が存在する。不飽和脂肪酸に富む膜組
織ではこれらフリーラジカルにより脂質過酸化反応が起こり、生成した過酸化脂質が膜か
ら遊離後反応しフリーラジカルとなることにより、連続的に脂質過酸化反応が誘起される。 
緒言で述べたように、Ⅰ型アレルギー疾患についてもフリーラジカルの関与が示唆さ
れ1～5)、また現在市販されている抗アレルギー薬についてもフリーラジカルの消去作用や産
生抑制作用が報告されている6)。マクロファージ、好酸球等で発生したラジカルは、組織障
害のメディエーターとなる以外に不飽和脂肪酸と反応し、過酸化脂質やリポキシゲナーゼ
代謝物を増加させる可能性がある。フリーラジカルの種類としては、スーパーオキシドア
ニオン、ヒドロキシラジカル等の活性酸素種およびNOとスーパーオキシドアニオンが反応
して得られるパーオキシナイトライト(ONOO-)等の関与が考えられ、Ⅰ型アレルギー反応
へのこれらフリーラジカルの関連性が注目されている。 
そこで本章では、Curcumin関連化合物および Sesamol関連化合物の抗アレルギー作
用発現機序としての抗酸化作用についての検討を行なった。 
第Ⅰ章でヒスタミン遊離抑制活性を測定した Curcumin 関連化合物および Sesamol
関連化合物について、抗酸化活性としての DPPHラジカル消去活性および細胞内スーパー
オキシドアニオン消去活性を測定し、ヒスタミン遊離抑制活性との関連性について考察し
た。無細胞実験系としての DPPHラジカル消去活性は直接的な抗酸化作用をみるために、
細胞実験系としてのスーパーオキシドアニオン消去活性は、細胞内への薬物の移行も含め
た生体に比較的近い状態での抗酸化作用をみるために実施した。 
また第Ⅱ章で in vivoでの抗アレルギー作用を示すことが認められた Curcuminおよ
び THC については、in vivoでの抗酸化作用としてマウスを用いた背部皮膚脂質過酸化抑
制作用について測定し、in vivoの条件において抗アレルギー作用と抗酸化作用がともに認
められるかを検討した。 
 
B. 試料および実験方法 
1. 試薬 
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)、Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA)、
cytochrome c (from Bovine Heart)、Superoxide dismutase (SOD)、α-tocopherolは和光
純薬工業製を用いた。リン酸緩衝液(PBS) pH 6.8は、塩化ナトリウム（137 mM）、塩化カ
リウム（2.7 mM）、リン酸水素二ナトリウム・12水和物（8.0 mM）およびリン酸二水素一
カリウム（1.5 mM）の組成により調製した。 
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Curcumin関連化合物（16種）および Sesamol関連化合物（9種）は第Ⅰ章と同様の
化合物を用いた。 
 
2. DPPHラジカル消去作用の測定46) 
DPPHのエタノール溶液(最終濃度 30 µM) 1 mL に試験薬物（Curcumin関連化合物
またはSesamol関連化合物）のエタノール溶液 1 mL を加え、よく混和後 30℃で 30分間
放置し、DPPHラジカル特異吸収 520 nmの吸光度を測定した。測定値から下式により、
DPPHラジカル消去活性を算出し、DPPHラジカルを 50％消去する濃度（IC50）を求めた。 
DPPH radical scavenging activity (%) =  
   A520(treatment of DPPH)－A520(Sample＋treatment of DPPH)     ×100 
   A520(treatment of DPPH)－A520(Sample＋non-treatment of DPPH) 
 
3. 細胞内スーパーオキシドアニオン消去活性の測定46,47) 
細胞内スーパーオキシドアニオン消去活性の測定にはヒト前骨髄性白血病細胞株
HL-60細胞を用いた。HL-60細胞は東北大学加齢医学研究所より供与された。 
HL-60細胞は、10％FBS含有RPMI-1640培地を用いて、37℃、CO2インキュベータ
ーで常法により培養した。5×105個/mLの細胞濃度となった時点で、DMSOを 0.75％の濃
度になるように添加し、さらに 7日間培養し、分化させてから試験に用いた。 
分化したHL-60 細胞は、細胞内スーパーオキシドアニオン消去活性試験時に、PBS 
(pH 6.8)で細胞浮遊液とした後 2回洗浄し、細胞数をカウントし 2×106個/mLの細胞濃度に
なるようにPBS (pH 6.8)を加え懸濁させ、試験に用いた。 
HL-60細胞懸濁液 500 µLに、スーパーオキシド誘起物質としてPMA (最終濃度 2 µM) 
250 µL、ラジカル消去活性測定試薬としてCytochrome c (最終濃度 20 µM) 250 µLを添加
し、37℃で 30分間incubation後、上清についてCytochrome c還元型特異吸収 550nmの吸
光度を測定した。試験薬物（Curcumin関連化合物またはSesamol関連化合物）はPBS(pH 
6.8)に溶解または 1%-DMSO PBS溶液に懸濁して 250 µL添加し、陽性比較薬としてSOD 
(最終濃度 50 U/mL)を用いた。550 nmの吸光度から下式により、スーパーオキシド消去活
性を算出し、スーパーオキシドを 50％消去する濃度（IC50）を求めた。 
Superoxide anion scavenging activity (%) = 
A550(PMA stimulated)－A550(Sample＋PMA stimulated) ×100 
A550(PMA stimulated)－A550(Sample＋non- stimulated without cell) 
 
4. マウス背部皮膚脂質過酸化反応に対する検討48) 
使用動物としてICR系雄性マウス(5週令)を、約 1週間の予備飼育を行なった後用いた。
マウスの背部皮膚にPMAのアセトン溶液を 100 µL (PMA 8.1 nmol)/site(4cm2)塗布し、24
時間後、同部位に同処置を行なった。2 回目のPMA処置１時間後、マウスを頚椎脱臼にて
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屠殺し、背部皮膚の投与部位（直径 2×2cm）を採取し、皮膚中の過酸化脂質量を測定した。
皮膚中過酸化脂質量は、皮膚をホモジネート後、TBA (Thiobarbituric acid)法により測定し
マロンジアルデヒドとして表した49,50)。 
試験薬物（Curcuminまたは Tetrahydrocurcumin）は 2回の PMA処置のそれぞれ 1
時間前に経口投与(300 mg/kg×2)または背部に局所投与(2 mg/site×2)した。経口投与群は
5% Tween 80溶液に懸濁させ、また局所投与群はオリーブ油に溶解させ用いた。また陽性
比較薬としてα-tocopherol(0.25 mmol/kg×2, p.o.)を用いた。control群には 5% Tween 80
溶液を経口投与した。 
 
5. 統計処理 
結果は平均値±標準偏差で表した。統計学的有意差の検定には Dunnett testを用いた。 
 
C. 結果 
1. Curcumin関連化合物および Sesamol関連化合物の DPPHラジカル消去作用 
Curcumin関連化合物 16種について、DPPHラジカル消去活性をCurcumin関連化合
物の濃度を変化させて検討した。50％消去濃度IC50を算出した結果をTable IVに示す。その
結果、Curcumin、Monoglucosylcurcumin tetraacetate（3）、Monoglucosylcurcumin（4）、
Monogalactosylcurcumin tetraacetate（11）、Monogalactosylcurcumin（12）、THC（13）
およびMonoglucosyltetrahydrocurcumin（14）に用量依存性が認められた。しかし、２つ
のOHの糖置換体およびbis-demethoxy体の糖置換体には用量依存性がみられなかった。 
次にSesamolおよびその関連化合物 9種について、Curcumin関連化合物と同様に種々
の薬物濃度においてDPPHラジカル消去活性を検討した。50％消去濃度IC50を算出した結果
をTable Vに示す。その結果、Sesamol、Methoxyhydroquinone、Ferulic acidおよびCaffeic 
acidには用量依存性が認められた。しかし、Methylenedioxybenzene、Piperonylic acid、
Isosafrole、MethylenedioxyacetophenoneおよびSesaminには用量依存性がみられなかっ
た。 
 
2. Curcumin 関連化合物および Sesamol 関連化合物の細胞内スーパーオキシドアニオン
消去作用 
Curcumin関連化合物 16 種について、HL-60 細胞を用い、細胞内スーパーオキシド
消去作用をCurcumin関連化合物の濃度を変化させて検討した。50％消去濃度IC50を算出し
た結果をTable VIに示す。その結果、Monoglucosylcurcumin（4）、Monogalactosyl- 
curcumin（12）、THC（13）およびMonoglucosyltetrahydrocurcumin（14）に用量依存
性が認められた。また陽性比較薬として用いたSODは 50 unit/mLで効果がみられた。 
次にSesamol関連化合物 9 種について、同様に細胞内スーパーオキシド消去作用を
Sesamol関連化合物の濃度を変化させて検討した。50％消去濃度IC50を算出した結果を
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Table VIIに示す。その結果、Sesamol、Ferulic acidおよびCaffeic acidに用量依存性が認
められた。 
 
3. Curcuminおよび Tetrahydrocurcuminのマウス背部皮膚脂質過酸化抑制作用 
Curcuminおよび THC投与群の背部皮膚中過酸化脂質量を Fig.9に示す。その結果、
Curcumin および THC ともに、経口投与、局所投与の両方の群において、PMA 投与によ
り誘発される皮膚中過酸化脂質量の増加を controlに比べ有意に抑制することが認められた。
また陽性比較薬として用いたα-tocopherolにも効果がみられた。Curcuminと THCでは脂
質過酸化抑制効果に大きな差は見られなかった。 
 
4. Curcumin 関連化合物および Sesamol 関連化合物における抗酸化作用とヒスタミン遊
離抑制作用との相関性 
Curcumin関連化合物における、DPPHラジカル消去活性および細胞内スーパーオキ
シド消去活性と Con A 刺激 RBL-2H3 細胞からのヒスタミン遊離抑制活性との相関性を
Fig.10に示す。 
その結果、Curcumin 関連化合物 16 種類全体の、抗酸化活性とヒスタミン遊離抑制
活性との相関係数は 0.72～0.74 であった。Curcumin、Curcumin の 1 つの OH の糖置換
体、THCおよび THCの 1つの OHの糖置換体には、抗酸化作用およびヒスタミン遊離抑
制作用の両方の活性が認められた。しかし、Curcumin の 2 つの OH の糖置換体、
bis-demethoxy体の OHの糖置換体および THC の 2つの OHの糖置換体では、ラジカル
消去作用はみられないがヒスタミン遊離抑制作用は認められた。 
次に Sesamol 関連化合物における、DPPH ラジカル消去活性および細胞内スーパー
オキシド消去活性と Con A刺激 RBL-2H3細胞からのヒスタミン遊離抑制活性との相関性
を Fig.11に示す。 
その結果、Sesamol関連化合物 9種類全体の、抗酸化活性とヒスタミン遊離抑制活性
との相関係数は 0.60～0.71であった。Sesamolには抗酸化作用およびヒスタミン遊離抑制
作用の両方の活性が認められたが、Methoxyhydroquinoneおよび Ferulic acidではラジカ
ル消去作用はみられたがヒスタミン遊離抑制作用はみられなかった。 
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Table IV Concentration required for 50% reduction on DPPH radical (IC50) of 
Curcumin-related compounds 
 
No. Compounds 
Molecular 
weight IC50 (µM) 
cur Curcumin    368 5.3  
1 Diglucosylcurcumin octaacetate     1028 16 
2 Diglucosylcurcumin 692 23 
3 Monoglucosylcurcumin tetraacetate  698 8.9  
4 Monoglucosylcurcumin  530 10  
5 Diglucosyl-bis-demethoxycurcumin octaacetate     968 17 
6 Diglucosyl-bis-demethoxycurcumin 632 25 
7 Monoglucosyl-bis-demethoxycurcumin tetraacetate 638 25 
8 Monoglucosyl-bis-demethoxycurcumin 470 34 
9 Digalactosylcurcumin octaacetate    1028 16 
10 Digalactosylcurcumin 692 23 
11 Monogalactosylcurcumin tetraacetate 698 9.0  
12 Monogalactosylcurcumin 530 7.4  
13 Tetrahydrocurcumin 372 5.5  
14 Monoglucosyltetrahydrocurcumin 534 7.6  
15 Diglucosyltetrahydrocurcumin 696 23 
 
IC50 values were calculated from DPPH radical scavenging activity in each group, 
n=3. 
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Table V Concentration required for 50% reduction on DPPH radical (IC50) of 
Sesamol-related compounds 
 
Compound Molecular weight IC50 (µM) 
Sesamol 138 9.6 
Methoxyhydroquinone 140 9.1 
Ferulic acid 194 12 
Caffeic acid 180 5.3 
Methylenedioxybenzene 122 33 
Piperonylic acid 166 24 
Isosafrole 162 25 
Methylenedioxyacetophenone 164 24 
Sesamin 354 45 
 
IC50 values were calculated from DPPH radical scavenging activity in each group, n=3.  
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Table VI Concentration required for 50% reduction on superoxide anion (IC50) of 
Curcumin-related compounds 
 
No. 
Compounds 
Molecular 
weight 
IC50 (µM) 
cur Curcumin    368 1357 
1 Diglucosylcurcumin octaacetate     1028 486 
2 Diglucosylcurcumin 692 723 
3 Monoglucosylcurcumin tetraacetate  698 716 
4 Monoglucosylcurcumin  530 608  
5 Diglucosyl-bis-demethoxycurcumin octaacetate 968 517 
6 Diglucosyl-bis-demethoxycurcumin 632 791 
7 Monoglucosyl-bis-demethoxycurcumin tetraacetate 638 784 
8 Monoglucosyl-bis-demethoxycurcumin 470 1064 
9 Digalactosylcurcumin octaacetate    1028 486 
10 Digalactosylcurcumin 692 723 
11 Monogalactosylcurcumin tetraacetate 698 716 
12 Monogalactosylcurcumin 530 434  
13 Tetrahydrocurcumin 372 199  
14 Monoglucosyltetrahydrocurcumin 534 200  
15 Diglucosyltetrahydrocurcumin 696 936 
 
IC50 values were calculated from superoxide anion scavenging activity (HL-60 cells) in 
each group, n=2～3. Superoxide anion scavenging activity of SOD (50 unit/mL) was 
57.6%. 
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Table VII Concentration required for 50% reduction on superoxide anion (IC50) of 
Sesamol-related compounds 
 
Compounds Molecular weight IC50 (µM) 
Sesamol 138 591 
Methoxyhydroquinone 140 3569 
Ferulic acid 194 2298 
Caffeic acid 180 489 
Methylenedioxybenzene 122 4095 
Piperonylic acid 166 3010 
Isosafrole 162 3082 
Methylenedioxyacetophenone 164 3045 
Sesamin 354 1411 
 
IC50 values were calculated from superoxide anion scavenging activity (HL-60 cells) in 
each group, n=3. 
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Fig.9 Anti-oxidative effects of curcumin and tetrahydrocurcumin on lipid 
peroxidation in ICR mice 
 
PMA (8.1 nmol)/site (4 cm2) was applied twice at an interval of 24 hr to the shaved 
area of dorsal skin.  
Tocopherol: α-tocopherol (0.25 mmol/kg) was orally administered twice 60min before 
each PMA administration.  
Curcumin (p.o.): Curcumin (300 mg/kg) was orally administered twice 60 min before 
each PMA administration.  
THC (p.o.): Tetrahydrocurcumin (300 mg/kg) was orally administered twice 60min 
before each PMA administration.  
Curcumin (topical): Curcumin (2 mg/site) was topically applied to the skin twice 60 
min before each PMA administration.  
THC (topical): Tetrahydrocurcumin (2 mg/site) was topically applied to the skin twice 
60min before each PMA administration.  
Data represent mean ± S.D. (n = 6)  # (p<0.05), ## (p<0.01) and ### (p<0.001) are 
significantly different from control (Dunnett-test). 
 
 
A)  DPPH radical scavenging and Con A-induced histamine release 
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B) Superoxide anion scavenging in HL-60 cells and Con A-induced  
 histamine release 
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Fig. 10  Correlation between anti-allergic activities (Con A-induced histamine 
release) and anti-oxidative activities of Curcumin-related compounds 
 
Cur; curcumin. For compounds 1~15, refer to Fig. 1. A) DPPH radical scavenging (4 
µg/mL); inhibition of histamine release (50 µg/mL). B) Superoxide anion scavenging 
(100 µg/mL); inhibition of histamine release (50 µg/mL). 
A)  DPPH radical scavenging and Con A-induced histamine release 
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B)  Superoxide anion scavenging in HL-60 cells and Con A-induced  
 histamine release 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 11  Correlation between anti-allergic activities (Con A-induced histamine 
release) and anti-oxidative activities of Sesamol-related compounds 
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For compounds 1~9, refer to Fig. 2. 
A) DPPH radical scavenging (4 µg/mL); inhibition of histamine release (50 µg/mL).  
B) Superoxide anion scavenging (100 µg/mL); inhibition of histamine release (50 
µg/mL) 
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D. 考察 
CurcuminのⅠ型アレルギー抑制作用機序としては、①肥満細胞からのヒスタミン遊
離抑制作用7) ②プロスタグランジン(PG)およびロイコトルエン(LT)産生抑制作用12,15) ③
NO産生抑制作用（iNOS阻害作用）51) ④サイトカイン（IL-1β, IL-6, TNF-α）抑制作用等
が考えられている。これら①～④の作用は複合的に働いていると考えられるが、これらの
作用がCurcuminのどのような活性に基づいているかについては様々な検討がされており、
cyclooxygenase(COX)、 5-lipoxygenase(5-LO)の抑制作用と①および②の作用との関連性
12,52,53)、またprotein kinase C, phospholipase A2, phospholipase Cの抑制作用15,54,55)と①の
作用との関連性について考察されている。 
本研究では、これら①～④の作用と関係しているCurcuminのもう 1つの活性として、
ラジカル消去作用のような抗酸化作用について着目した。炎症における活性酸素の関連性
はよく知られており、マクロファージ等で生成された活性酸素により、PGE2、NO、サイ
トカイン（IL-1β, IL-6, TNF-α）等が生成され、炎症がさらに誘起することが報告されてい
る56～59)。またCurcuminがマクロファージからの活性酸素の遊離を抑制することも報告され
ており60)、②～④の作用と活性酸素および抗酸化作用との関連性が示唆されている。 
したがって抗酸化活性を有する化合物が抗アレルギー作用を示す場合、マクロファー
ジや好酸球のような炎症系細胞に対するラジカル産生抑制作用、ラジカル消去作用、蛋白・
脂質の障害抑制作用等は想定することができるが、アレルギー反応において重要と考えら
れる肥満細胞系に対する作用はあまり知られていない。 
文献的には、肥満細胞からのヒスタミン遊離抑制作用と抗酸化作用との関連性につい
てはこれまで十分には検討されておらず、不飽和脂肪酸またはモルヒネのような薬物が代
謝されて生じるフリーラジカルがラット肥満細胞からのヒスタミン遊離を起こすこと61～63)、
過酸化カリウム添加によるラット腹腔肥満細胞からのヒスタミン遊離をタンニン類が抑制
すること64) がこれまでに報告されているが、実際に近いアレルギー反応系でのヒスタミン
遊離に対する抗酸化作用の関連性についてはあまり検討されていない。 
肥満細胞からの脱顆粒によるヒスタミン遊離の際には、IgE受容体が架橋された後、
シクロオキシゲナーゼ系およびリポキシゲナーゼ系が活性化され、肥満細胞においてプロ
スタグランジン類およびロイコトリエン類が合成される。この反応過程において活性酸素
が生成することが知られていることから、抗酸化作用がヒスタミン遊離抑制作用に関連し
ている可能性も考えられる。 
そこでヒスタミン遊離抑制活性を測定した Curcumin関連化合物について、抗酸化活
性としての DPPHラジカル消去作用および細胞内スーパーオキシドアニオン消去作用につ
いて検討し、ヒスタミン遊離抑制活性との関連性について考察した。無細胞実験系である
DPPH ラジカル消去作用は直接的な抗酸化作用をみるために、細胞実験系であるスーパー
オキシドアニオン消去作用は、細胞内への薬物の移行も含めた生体に比較的近い状態での
抗酸化作用をみるために実施した。 
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無細胞実験系である DPPH ラジカル消去作用では、Curcumin および 1 つの OH の
糖置換体には抗酸化活性が認められたが、２つの OHの糖置換体および bis-demethoxy体
の OH の糖置換体には抗酸化活性がみられなかった。これらのことから、抗酸化活性の発
現には OH 基の存在が必要であることが示唆された。また、methoxy 基の導入はその抗酸
化活性を増強していると考えられた。 
細胞実験系であるスーパーオキシドアニオン消去作用では、全体的に無細胞実験系と
比較して弱く、THC、THCの 1つの OHの糖置換体および Curcuminの 1つの OHの糖
置換体にのみ抗酸化活性が認められた。Curcuminには効果がみられなかったが、無細胞実
験系では強い抗酸化活性を示したことから、Curcuminは水相への溶解性の低さ等の理由か
ら細胞内での代謝、移行等が悪いために効果が現れにくく、一方、THCは代謝体であるた
め、細胞内での代謝、移行等の影響を受けにくく抗酸化活性を発揮できると思われた。 
第Ⅱ章で in vivo での抗アレルギー作用を示すことが認められた Curcumin および
THC については、マウスを用いた背部皮膚脂質過酸化抑制作用がともに認められ、in vivo
の条件において抗酸化作用と抗アレルギー作用をともに発揮することが認められた。
Curcuminと THCでは抑制効果に大きな差は認められず、また経口投与、局所投与ともに
in vivoでの抗酸化作用がみられたことから、抗酸化作用の結果は抗アレルギー作用の結果
と同様の傾向を示していることが認められた。これらのことから in vivoにおける抗酸化作
用と抗アレルギー作用の関連性が示唆された。 
次に、抗酸化作用とヒスタミン遊離抑制作用との詳細な関連性をみるために、無細胞
実験系および細胞実験系でのラジカル消去活性と RBL-2H3 細胞からのヒスタミン遊離抑
制活性との相関性を検討した。Curcumin 関連化合物を用いた検討の結果、Curcumin、
Curcuminの 1つの OHの糖置換体、THCおよび THCの 1つの OHの糖置換体にはラジ
カル消去作用およびヒスタミン遊離抑制作用の両方の活性が認められ、抗酸化活性が高い
化合物には高いヒスタミン遊離抑制活性が認められた。また Curcumin 関連化合物全体と
しての相関係数の値から、抗酸化作用とヒスタミン遊離抑制作用の相関性が示唆された。 
同様の検討を Sesamol 関連化合物でも実施した結果、Sesamol にラジカル消去作用
およびヒスタミン遊離抑制作用の両方の活性が認められ、Sesamol 関連化合物全体として
の相関係数の値から、Curcumin関連化合物と同様に、抗酸化作用とヒスタミン遊離抑制作
用の相関性が示唆された。 
これらのことから、いずれの関連化合物の場合でも、ラジカル消去作用とヒスタミン
遊離抑制作用との相関性が示唆され、抗酸化作用がヒスタミン遊離抑制作用機序に何らか
の関連性があることが示唆された。 
しかし個々の化合物でみた場合、ラジカル消去作用とヒスタミン遊離抑制作用の相関
から外れている化合物もみられたため、さらに解析を進めた。化合物の薬理作用パターン
として次の場合がみられた。 
ⅰ）ラジカル消去作用およびヒスタミン遊離抑制作用の両方の活性がある化合物 
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ⅱ）ラジカル消去作用はみられたが、ヒスタミン遊離抑制作用はみられない化合物 
ⅲ）ラジカル消去作用はみられないが、ヒスタミン遊離抑制作用はみられた化合物 
ⅳ）ラジカル消去作用もヒスタミン遊離抑制作用もみられない化合物 
ⅰ）およびⅳ）に該当する化合物は、ラジカル消去作用とヒスタミン遊離抑制作用の
相関関係直線上にあり、両者の相関性を示唆するものである。多くの化合物がこのカテゴ
リーに該当した。 
ⅱ）に該当する化合物には、Monoglucosylcurcumin tetraacetate および
Monogalactosylcurcumin tetraacetate等があり、無細胞実験系でのラジカル消去作用はみ
られたが、細胞実験系でのラジカル消去作用およびヒスタミン遊離抑制作用はみられなか
った。これは細胞内への移行性が悪いことが原因と考えられた。細胞系での抗酸化作用が
みられた化合物では、ほとんどの化合物に抗アレルギー作用が認められた。 
ⅲ）に該当する化合物には、Curcuminの 2つの OHの糖置換体、bis-demethoxy体の
2つの OHの糖置換体および THCの2つの OHの糖置換体等があり、ヒスタミン遊離抑制作
用はみられたがラジカル消去作用はみられなかった。これらの化合物は、抗酸化作用を介しない別
の機序により抗アレルギー作用が発現した可能性が考えられ、これらのことからヒスタミン遊離
抑制作用を示す化合物がすべて抗酸化作用を示すわけではなく、抗酸化作用のみがヒスタ
ミン遊離抑制作用機序ではないことが示唆された。 
また Curcuminについては、無細胞実験系でのラジカル消去作用および細胞実験系で
のヒスタミン遊離抑制作用はみられたが、細胞実験系でのラジカル消去作用はみられなか
った。Curcuminは無細胞実験系では強い抗酸化活性がみられていることから、細胞実験系
でのラジカル消去作用では、先に示したように水相への溶解性の低さ等の理由から細胞内
での代謝、移行等が悪いことにより効果が現れにくく、ⅱ）の化合物のように細胞移行性
の低さから抗酸化活性がみられなかったと考えられる。Curcumin の活性代謝物とされる
THC は細胞実験系でも抗酸化作用を示したので、Curcumin のヒスタミン遊離抑制作用の
発現には THCの関与が想定される。 
以上の考察から、フェノール性天然化合物のヒスタミン遊離抑制作用は必ずしも抗酸
化作用を介して起こっているのではないことが示唆された。また細胞移行性があり、抗酸
化作用を持つ化合物は抗アレルギー作用を併せ持つ可能性が高いことが示された。 
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E. 小括 
Curcumin関連化合物およびSesamol関連化合物のいずれの場合でも、抗酸化作用（ラ
ジカル消去作用）とヒスタミン遊離抑制作用との相関性が示唆され、細胞移行性があり、
抗酸化作用を持つ化合物は抗アレルギー作用を併せ持つ可能性が高いことが示された。
Curcuminおよび THC については、in vivoの条件において抗酸化作用と抗アレルギー作
用をともに発揮することが認められた。しかし、抗酸化作用を示すがヒスタミン遊離抑制
作用を示さない化合物も認められ、これらフェノール性天然化合物のヒスタミン遊離抑制
作用は必ずしも抗酸化作用を介して起こっているのではないことも示唆された。 
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第 IV章 Curcuminおよび SesamolのNO産生および iNOS発現系に対する検
討 
 
A. 序論 
一酸化窒素(nitric oxide: NO)はL-arginineからNO合成酵素(nitric oxide synthases: 
NOS)によって酸化反応を受け、ヒドロキシ中間体を経てCitrullineを産生する際に合成さ
れる65)。ウシ、ラット、マウス、ヒトの組織においてNOSは 3 つのアイソフォームが存在
し、Ca2+依存性かつ常在性のneuronal NOS (nNOS)とendothelium NOS (eNOS) 、Ca2+非
依存性かつ誘導性のinducible NOS (iNOS)に分別される。常在性NOSはアセチルコリンや
ブラジキニンなどのレセプター刺激やストレスによりpMからnMオーダーのNOを瞬間的
に放出するのに対し、iNOSはIL-1β、TNF-αまたはLPSのような種々の炎症性サイトカイ
ンの刺激により発現され、常在性NOSと比較できないほど大量のNOを放出する65)。炎症時
にこれらサイトカイン等の刺激でiNOSから多量に産生されたNOは、生体内で酸化的スト
レスをうけると容易にラジカル分子種NO・となり、さらにパーオキシナイトライト
(ONOO-)となって宿主の組織を損傷する66)。 
緒言で述べたように、このパーオキシナイトライト(ONOO-)のアレルギー疾患への関
与が示唆されている。またアトピー性皮膚炎患者においては、血清中のNO3レベルが好酸球
の数と共に上昇しているという報告があり67)、それに伴って皮膚患部局所においてもNO3レ
ベルの上昇があることが明らかにされた。さらにアトピー性皮膚炎患者に対するiNOSイン
ヒビター投与により皮膚紅斑や浮腫に対するNOの関連性も示唆されていることから、
iNOS由来のNOはアレルギー反応およびアレルギー疾患における炎症に関わり、重要な病
因物質となっている可能性が考えられる68,69)。 
一方、いくつかのフェノール性天然化合物は抗酸化作用に関連した作用として、これ
らNOおよびiNOSに対する抑制作用をもっていることが知られており、Curcuminについて
はiNOSを抑制することが報告されている51,70,71)。 
そこで本章では、マウスマクロファージ系細胞株 RAW264.7による iNOS発現系を用
いて、フェノール性天然化合物の NO 産生抑制作用および iNOS 発現系に対する抑制作用
を測定し、抗アレルギー作用発現機序としての NO および iNOS に対する抑制作用につい
て検討した。フェノール性天然化合物としては、in vitroと in vivoの両方の系で抗アレル
ギー作用を示すことが認められた Curcumin と Sesamolを選択した。Curcuminについて
はすでに iNOS を抑制することが報告されているため、NO 産生抑制作用のみを検証し
Sesamolとの活性比較を目的として行なった。 
 
B. 試料および実験方法 
1. 試薬 
Lipopolysaccharide (LPS)は Sigma社製を、グリースロイミン亜硝酸試薬、亜硝酸ナ
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トリウム、Sodium dodecylsulfate (SDS) は和光純薬工業製を、スキンミルクは雪印製を用
いた。 
 
2. 細胞の培養および調製 
RAW264.7細胞を、10％FBS含有RPMI-1640培地を用いて 37℃、CO2インキュベー
ターで常法により培養した。トリプシン処理後、プレートに細胞を 2×104個/wellずつ撒き
培養した。 
 
3. RAW264.7細胞を用いたNO産生に対する検討72,73,74) 
RAW264.7細胞にLPS（最終濃度 100 ng/mL）と試験薬物（Sesamol）を添加し、18
時間培養した。SesamolはPBSで希釈して用いた。培養後、Griess法により培養液中のNO
量をNO2濃度として測定した75)。すなわち各wellの培養液 100 µLにグリースロイミン亜硝
酸試薬（40 mg/mL）100 µLを加え、攪拌後、室温で 15分間静置した後、540 nmにおける
吸光度を測定した。NO2の標準液には亜硝酸ナトリウム溶液を用いて検量線を作成した。 
 
4. RAW264.7細胞を用いたiNOS発現系に対する検討72,73,74) 
RAW264.7細胞にLPS（最終濃度100 ng/mL）と試験薬物（CurcuminまたはSesamol）
を添加し、18 時間培養後、さらに RPMI-1640 無血清培地で 3 時間培養した。Curcumin
は DMSOで、Sesamolは PBSで希釈して用いた。培養後、培地を除去し、冷 PBSで二度
洗浄した後、液体窒素で急速冷凍させ室温に放置した。これを 3 回繰り返して細胞膜を破
壊した。次に Lysis buffer 50 µLを加え、細胞を 1.5 mLマイクロチューブに移し、4℃、
15000 rpmで 20分間遠心分離し、上清を分取した。 
この上清をサンプルとしWestern Blot法により iNOSの発現を確認した。タンパク
量が 30 µg/wellとなるように調製し、SDS-PAGE電気泳動した後、ニトロセルロース膜へ
転写（200 mA定電流、1時間）した。スキンミルクで blocking後、anti-iNOSおよび anti-
βactinを一次抗体として結合させ、洗浄後、HRP 標識抗ウサギ IgG および HRP標識抗
マウス IgGを二次抗体として用い、化学発光(ECL法)によりバンドを確認した。 
 
5. 統計処理 
結果は平均値±標準偏差で表した。統計学的有意差の検定には Dunnett testを用いた。 
 
C. 結果 
1. Curcuminおよび Sesamolの NO産生抑制作用 
Curcumin (10 µM) 添加により、LPS刺激による NO産生を、controlに比べ有意に
抑制することが認められた。また Sesamolは、10 µM添加では有意な NO産生抑制作用は
みられなかったが、100 µM添加によりNO産生が controlに比べ有意に抑制された。(Fig.12) 
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2. Sesamolの iNOS発現系に対する抑制作用 
Sesamol (10 µg/mL, 100 µg/mL)の添加により、LPS刺激による iNOSの発現 (130 
kDa)が抑制されることが認められた。 (Fig.13) 
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Fig. 12  Effect of Curcumin and Sesamol on LPS-induced nitrite formation in RAW 
264.7 cells.  
 
Cells were stimulated by LPS (100 ng/mL) with or without Curcumin (10 µM), Sesamol 
(100 µM) for 18 hr. Amounts of nitrite released to culture medium were determined by 
Griess test. Data represent mean ± S.E. (n = 3)  ## (p<0.01) and ### (p<0.001) are 
significantly different from control (Dunnett-test). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 -  - 46
 
 
130kDa
42kDa
１ ２ ３ ４
β-actin
iNOS
１ ２ ３ ４
iNOS
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 13  Inhibition of LPS-induced iNOS protein expression by Sesamol in RAW 
264.7 cells. 
 
Cells were stimulated by LPS (100 ng/mL) with or without different doses of Sesamol 
for 18hr, and the expression of iNOS was determined by Western blotting. Lane 1, No 
treatment; Lane 2, LPS; Lane 3, LPS + 10 µg/mL of Sesamol; Lane 4, LPS + 100 µg/mL 
of Sesamol.  
 
 
 
 
 
 
D. 考察 
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今回の結果から、in vitroと in vivoの両方の系で抗アレルギー作用を示すことが認
められたCurcuminおよびSesamolはいずれもNO産生抑制作用を有することが認められ、
これによりアレルギー反応およびアレルギー疾患における炎症反応を抑制している可能性
が考えられた。これら両化合物は iNOSのタンパク発現も抑制することから、NO産生抑制
作用は iNOSの発現を抑制することによる作用であると思われた。NOおよび iNOSに対す
る作用としては、その他に NO ラジカルやパーオキシナイトライト(ONOO-)の産生抑制お
よび消去作用、iNOSの活性阻害作用等が考えられるが、今回の結果から少なくとも、フェ
ノール性天然化合物の抗アレルギー作用発現機序の 1 つとして、NO 産生抑制作用および
iNOS発現抑制作用がある可能性が示唆された。 
RAW264.7 細胞をLPS、IFN-γなどのサイトカインで刺激するとiNOSが顕著に発現
するが、これはiNOS遺伝子発現を制御している転写因子NF-κBの核内移行によるもので
ある76)。まずこれらのサイトカインにより細胞膜が刺激されるとNIK(NF-κB inducing 
kinase)、MEKK1 (MAP kinase kinase kinase-1)の活性化が起こり、これによりIKK(Iκ
B-kinase)の活性が上昇する。IKKはα、β、γの三つのサブユニットからなる複合体で形
成されており、IKK-α、βがNIK とMEKK1によるphosphorylationを受けると、NF-κB 
p65/p50 複合体のphosphorylationが起こる。さらにIκB NF-κB p65/p50 複合体の
ubiquitinationに引き続きIκB のproteasome degradationが起こり、NF-κBの核内転移の
結果、iNOS mRNAの転写が開始される70)。 
LPS刺激からのiNOS発現のシグナルカスケードの内、Curcuminは細胞膜刺激からの
NIKとMEKK-1 の活性を抑え、さらにIKKの活性を直接的に抑制し、これによりIκBの
phosphorylationを妨げた結果、NF-κBの活性を抑制することが報告されている70)。しか
しC6 astrocyteからのNO放出抑制能を持つEpigallocatechin-3-gallate（EGCG）はヒト軟
骨細胞のiNOS発現系においてIκBのproteasome degradationを抑制し、抗酸化活性を持つ
ローズマリー（Rosmarinus officinalis）の成分carnosolはRAW264.7細胞のLPS刺激による
IKK活性を抑制した77～79)。 
これらのことから、抗酸化活性があり iNOS発現抑制作用があるフェノール性天然化
合物の中でも、iNOS発現系において作用点が異なることが示唆される。 
今回の結果から、Sesamol が iNOS のタンパク発現を抑制することが示され、また
Curcumin と比較して活性は弱いが、NO 産生を抑制することが認められた。Sesamol の
iNOS 発現系による詳細な作用機序は明らかになっていないため、iNOS の mRNA 発現や
IKK酵素活性等の更なる実験系を今後行なう必要があると思われる。 
 
 
 
 
E. 小括 
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フェノール性天然化合物である Curcuminおよび Sesamolは NO 産生抑制作用を有
することが認められた。これら両化合物は iNOSのタンパク発現も抑制することから、NO
産生抑制作用は iNOS の発現を抑制することによる作用であると考えられた。今回の結果
から、フェノール性天然化合物の抗アレルギー作用発現機序の 1つとして、NO産生抑制作
用および iNOS発現抑制作用がある可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
総括 
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本研究では、フェノール性天然化合物の抗アレルギー作用および作用発現機序として
の抗酸化作用を検討することを目的とした。 
その結果、フェノール性天然化合物である Curcumin 関連化合物および Sesamol 関
連化合物中のいくつかの化合物に in vitroでのヒスタミン遊離抑制作用が認められ、さらに
フェノール性水酸基がヒスタミン遊離抑制作用において重要である可能性が示唆された。
強いヒスタミン遊離抑制活性が認められた Curcumin、THC および Sesamol は、in vivo
の条件においてもⅠ型アレルギーモデルに対して抗アレルギー作用を示すことが認められ
た。 
また Curcumin および Sesamol を用い、抗アレルギー作用発現機序として抗酸化作
用と関連した作用である NO および iNOS に対する抑制作用を検討した結果、抗アレルギ
ー作用発現機序の 1つとして NO産生抑制作用および iNOS 発現抑制作用がある可能性が
示唆された。 
本研究の主目的である、フェノール性天然化合物の抗アレルギー作用発現機序として
の抗酸化作用（ラジカル消去作用）について検討した結果、Curcumin 関連化合物および
Sesamol 関連化合物のいずれの場合も、抗酸化作用とヒスタミン遊離抑制作用との関連性
が明らかとなった。特に細胞移行性があり、抗酸化作用を持つ化合物は抗アレルギー作用
を併せ持つ可能性が高いことが示された。しかし、抗酸化作用を示すがヒスタミン遊離抑
制作用を示さない化合物も認められ、これらフェノール性天然化合物のヒスタミン遊離抑
制作用は必ずしも抗酸化作用を介して起こっているのではないことも示唆された。 
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